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Pr .Nr. 8.444. 
Projekt: Het gehalte aan microbiäle toxinen in landbouw en visserij-
produkten. 
Onderwerp: Het gehalte aan ochratoxine A in varkens- en pluimveevoeders. 
Doel: 
Nagaan in hoeverre mengvoeder, in Nederland, besmet is met ochratoxine A, 
dit in verband met gevonden besmettingen in landen als onder andere 
Zweden, Denemarken en Canada. 
Samenvatting: 
Schimmels welke ochratoxine A produceren komen regelmatig voor op land-
bouwprodukten. In landen als onderandere: Zweden, Denemarken en Canada 
werd ochratoxine A aangetroffen in landbouwprodukten en tevens in varkens-
en kippenieren . 
Toxiciteitsproeven met behulp van ratten gaven een LD-50 waarde voor 
ochratoxine A van 22 mg/kg lichaamsgewicht, wat ongeveer drie maa l de 
waarde is welke werd verkregen voor het aflatoxine B1 . 
Bij korte - termi jn - en subacute toxiciteitsproeven is gebleken dat 
ochratoxine A, bij lage concentraties in het voer, hoofdzakelijk toxisch 
is voor de nieren. 
Om een inzicht te verkrijgen in hoeverre het Nederlandse veevoeder 
(mengvoeders) besmet is met ochratoxine A werden 42 veevoeders onder-
zocht . 
Conclusie: 
Var1 Je 42 onderzochte veevoeders kon slechts in ~~n monster ochratoxlnc A 
worden aangetoond met een gehalte van ca. 5 ~g/kg. Hieruit kan gecorlclu-
deerd worden dat de besmetting van het Nederlandse veevoeder, met ochra-
toxine A laag is. 
Verantwoordelijk : ir L.G.N.Th . Tuinstra .~ 
~~--Samensteller \V . Haasnoot. 
.• 
Inleiding: 
Schimmels komen zeer verbreid in de natuur voor, waardoor besmetting 
van landbouwprodukten, tijdens de oogst en/of het bewaren, regelmatig 
vootkomt. 
De groei van schimmels is ongewenst aangezien bepaalde schimmelsoorten 
in staat zijn toxinen te vormen . 
Ochratoxinen werden oorspronkelijk geïsoleerd uit stammen van Aspergillus 
ochraceus, maar er zijn nu zes Penicillium en zeven Aspergillus stammen 
bekend, die eveneens ochratoxinen kunnen produceren. 
Vooral de schimmels P- viridicatum, P-palitans en P- cyclopium moeten 
worden aangemerkt als grote ochratoxinen producenten. Deze schimmels 
komen veelvuldig voor op landbouwprodukten welke worden gebruikt voor 
menselijke consumptie en/of worden verwerkt in veevoeders (zie tabel 1). 
Ochratexine A is aangetroffen in door natuurlijke besmetting aangetast 
voedsel en voedingsmiddelen (zie tabel 2), en ochratoxicose is gecon-
stateerd bij varkens en pluimvee (1,2). 
In Zweden en Denemarken werden in slachtl1uizen varkens- en kippenleren 
geselecteerd vanwege afwijkingen (kleur, consistentie, grootte of com-
binaties van deze) en onderzocht op aanwezigheid van ochratexine A (1,2). 
In 25% van de onderzochte varkensnieren (n=l29) werd ochratexine A aan-
getroffen in gehalten welke varieerden van 2 tot 104 ug/kg en van de 
onderzochte kippenleren (n=l4) bleek 35% ochratoxine A te bevatten 
varierend van 4 tot 29 ug/kg. 
Toxiciteitsproeven met behulp van ratten gaven een L0- 50 waarde voor 
ochratexine A van 22 mg/kg, lichaamsgewicht, ongeveer drie maal de waarde 
verkregen voor aflatoxine B1 (3). 
De LD-50 waarden, verkregen met behulp van jonge hanen, was voor ochra -
toxine A 3,6 en voor ochratoxine B 54 mg/kg lichaamsgewicht. 
Pathologische onderzoekingen, na het toedienen van de letale dosis, 
gaven niernecrose en vetafzetting op de lever te zien. 
Bij korte - termijn - en subacute-toxiciteits proeven is gebleken dat 
ochratexine A, bij lage concentraties (minimaal toegediend gehalte was 
0,2 ppm) in het voer, hoofdzakelijk toxisch was voor de nieren (4). 
Verdere waarnemingen omtrent de invloed van ochratexine A bij varkens 
zijn depressies, verminderde eetlust, gewichtsverlies endlarree (5) 
en bij kippen, groeiafname en vermindering in elpreduktie (6) . 
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Bij overdrachtsproeven van ochratexine A in voer naar dierlijk weefsel 
werd ochratexine A gevonden in de nieren en in mindere mate in het 
vet, lever en spierweefsel. 
Indien, nadat met ochratexine A gecontamineerd voeder is toegediend, 
ochratexine A vrij voeder wordt gegeven, verdwijnt het toxine binnen 
2 weken uit het vet en spieren, uit de lever na 3 weken en uit de 
nieren na 4 weken (7). 
Tolerantiewaarden omtrent ochratexine A in veevoeder en voedingsmidde-
len zijn niet vastgesteld. 
Om een inzicht te verkrijgen in hoeverre het Nederlandse veevoeder be-
smet is met ochratexine A werden 27monsters varkensvoeder en 15 monsters 
pluimveevoeder onderzocht. 
Monstername: 
Van een door de Algemene Inspectiedienst ingezonden aantal monsters 
veevoeder, met het verzoek deze te onderzoeken op ongewenste stoffen 
als bedoeld in bijlage besluit V.V.R. Ongewenste stoffen en produkten 
1975, werden 40 monsters eveneens onderzocht op aanwezigheid van ochra-
toxine A. 
Omtrent aanwezigheid van schimmels werd niets vermeld. 
Door de Stichting Gezondheidsdienst voor Dieren in Limburg werden 2 
monsters biggenvoeder ingezonden waarin schimmels werden aangetoond 
(130.000 aspergillus-kolonies per gram). Dit veevoeder veroorzaakte 
slechte groei bij biggen. 
Deze monsters werden onderzocht op aanwezigheid van ochratexine A. 
Alle 42 onderzochte monsters waren mengvoeders. 
Methode van onderzoek: 
Voor de bepaling van ochratoxine A in veevoeder werd een methode ont-
wikkeld welke is beschreven in Intern Voorschrift nr. F.SO (zie bijlage 1). 
Ochratexine A wordt uit veevoeder geëxtraheerd met een mengsel van 
chloroform en fosforzuur. 
Na filtratie wordt een aliquot deel van het chloroformextract ge-
zuiverd met behulp van een natriumbicarbonaat-celite kolom. 
Na droogdampen van het eluaat en opnemen in een bekende hoeveelheid 
van een mengsel methanol/acetonitril volgt een scheiding door middel 
van vloeistofchromatografie. 
Ochratoxine A wordt gedetecteerdmetbehulp van een fluorescentiedetec-
tor (zie figuur 1). 
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De detectiegrens voor ocl1ra toxine A is ca. 5 ~g /kg en de recovery , 
na toevoegen van een bekende hoeveelhe id standaard , i s 70% (n=l4, s=9,7 ). 
Met behulp van twee- dimensionale dunnelaag chromatogra fi e kunnenposi -
tieve resultaten zowel kwalitatief als semi-kwantitatief wor den be-
vestigd met een detectiegrens van ca. 5 ~g/kg . 
Resultaten: 
Van de 27 onde rzochte varkensvoeders werd i n ~&n mons t er ochratexi ne A 
gevonden met een gehalte van gemiddeld 5,2 ug/kg (z ie tabel 3) . 
Van de 15 onderzochte pluimveevoeders werd bij &~nmons te r cen gehalte 
van 24,5 ug/kg gevonden, maar bij heronderzoek van een duplo 1nons t er 
kon ochratexine A niet worden aa ngetoond (gehalte <5 ~g/kg), wat duidt 
op lnhomogeniteit van het monster of contamina tie ti jdens de analyse 
(zie tabel 4) . Dit mons ter werd op de afdeling microbiologie eveneens 
onderzocht op aanwezi gheid van schimmel s . 
In totaal werden 5 schimmelsoorten gevonden; welke in verband mel de 
daaraan verbonden kosten, nie t werden geidentiflceerd. 
Conclusie: 
Van de 42 onderzochte veevoeders kon s l echts in ~&nmonster ochratoxine A 
worden aa nge toond met een gehalte van ca 5 ~g/kg. 
Hi eruit kan geconcludeerd worden dat de besmetting van de Nederla ndse 
veevoeders (mengvoede r s ) met ochratexine A zeer l aag is. 
Bij de onderzochte monsters konvi sueel geen schimmel worden waarge-
nomen . 
Actiepunten: 
- De kans van besmetting met ochratexine A wordt groter bij zi chtbaa r 
aanwezigheid van schimmel s . 
Een volgend actiepunt zou kunnen zi jn om ochratexine A t e bepal en i n 
beschimmelde l andbouwprodukten, waaronder kuilvoerders. 
- Bij een oriänterend onderzoek naar potent ieel- toxische schi mmel s a f -
komstig van beschimmelde Nederlandse kaas en e nke l e ander e beschioonelde 
zuivelprodukten (8), kwam naar voren dat Penicillium cyclopium de mees t 
geisoleerde schimmelsoort van kaas was . 
De gemeten wa t eract i viteit van enkele kaassoorten, die als een be-
langrijk factor voor de groei van schimmel s geldt , vari eerde" va 11 
0 , 90 tot 0,96 en vormt geen belemmering voor schimmelgroei . 
Hieruit blijkt dat het zeer goed mogelijk i s dat ochratexine A voor -
komt op kaas . 
Een oriänterend onderzoek naar de aanwezighe id van dit toxine in commer -
cieel verk r ijgbare kaas lijkt op zij n plaats . 
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.F"re'quentie van isolaties .van 'verschillende scr. ir.>_':lelsoorten , 
afkomstig van geïmporteerd gro.an 1 ) (9 ) . 
tarwe mais .rijst gerst boekweit rogge 
aantal monsters 33 1~ 7 6 6 3 






' Absidia corymbifere 
Aspergillus e.rast.e} loàe.rni 9 2 2 
11 candidus 
11 chevalieri 1 
11 fl avus 1 1 1 
11 furuiga.tus 
11 niger 3 1 
" ruuer 3 2 
Claöo~porjum h <:::rl>arum 
Fusedum oxysporum 
" moniliforme 6 
11 sambucinum 
Jllucor circinello'iàes 3 3 
" racernasus 
Penicilli urn bre vicompactum 
11 citrinum 
-
" cy clopium 13 6 3 2 
" oxaJ icum 3 
" vi rid)catUIL 
'fr i choàenn&. vir:ide 
b .. ni et-toxj sc)Je soorten 
. ··· ·· . - . - --···- ·- --- ···----
/~ C)'(-l!JOn i UlO s pecies 
Aspergillus repens 1 1 5 3 2 
Aureobasióium spec. 3 ' 2 
Botrytis ei neren 6 
" al i i 







tar11e mal s r ijst #Jers t. b oek \lei t :roc;ee haver 
CochJ )obolus c ur 1wnus 
Dre cbs l e ra spcc. 2 
Epicoccum purpura sce n s I~ 2 1 1 3 
Ceotd chUJL cand) dum 1 
N) g r·or.p ora ory zu p 2 2 
Ph ome s p ec . 
' Rh i z.opus brYh lZUS 9 3 ë 
-
UloC> J '~à ) um c ·;-,a n :. fi : w:r. 2 
c. ~n. -~-T!_d~li_r?.E_ __ mos_~li i~ 
}~U : 
AJ t C:rn u r :i u npe c i es 26 3 6 3 ? 
tt,uc o r s p ec 1es ~ , 
Rh :i ZO} lU S spt·c l es 3 r, L 
'Thri c h o dprmr, r-. p ec l e s 
----- - -- - -·· ------·------------- ----------------
-
-- - - - --
1 )ll )t o lJe monst ~:" r ~ g r n a n -..•e rden sc·h ~ nme l s g e r ~o] eE-rà 
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Tabel 2: VÓÓrkomen van ochratoxinen. 
E~nduldige produkten onderzocht op ochratoxinen met vermelding van: 
aantal onderzochte monsters (n), percentage waarin ochratoxinen zijn 
aangetroffen (%+), soort ochratoxine, gevonden gehalten en literatuur . 
Produkt n %+ Soort Gehalte in ~g/kg U te ratuur 
op produktbasis 
Gerst ? ? A < 200 Neshelm 1971 
Gr aan 29 62 A 30-27.000 Harwig 1974 
~lais 166 1 A ? Shotwell J969 
f1ai s 164 0,5 A 110-150 Shotwell 1%9 
Tarwe 4 100 A ? Shotwell 1969 
Gerst, tarwe 33 58 A 9-27 . 520 l<rogh 1973 
Groene koffie 9 23 A ? Campbell 1969 
Groene koffie 335 1 A 30-230 Levi 1974 
Pinda ' s ? 1 A 4900 Scott 1972 
Tarwe 95 7,5 A 30-6 .000 Prior 1976 
Hooi 1 100 A 30 Prior 1976 
Nieren (kippen) 14 36 A 4 , 3-29 , 2 Elling 1975 
Nieren (varkens) 129 25 A 2-104 Rutqvist 1977 
t·1als 293 1 A 83-166 Shotwell 1970/71 













Tabel 3: Varkensvoedcrs. 
t·1ons ternr. Omschrijving Gehalte ochratoxine A in 
pg/kg 
17839 volledig diervoeder voor biggen <5 )lé 
17840 volledig di ervoeder voor biggen <5 
"' 
19106 volledig diervoeder voor biggen <5 
19397 volledig diervoeder voor zeugen <5 
19897 volledig diervoeder voor va rkens <5 
20062 volledig diervoeder voor biggen <) 
21341 volledig diervoeder VOOl' zeugen <.') 
21396 volledig diervoeder voor slachtvarkens <) 
21398 volledig diet·voeder voor babybiggen <j 
21400 volledig dlervoeder voor fokzeugen <5 
21405 volledig diervoeder voor babybiggen <5 
21531 volledig diet•vocder voor babybiggen <5 
21532 volledig diervoeder voor slachtvarkens <5 
21533 volledig diervoeder voor fokzeugen <5 
21700 volledig diervoeder voor biggen <5 
21701 volledig diervoeder voor slachtvarkens <5 
21807 volledig diervoeder voor babybiggen <5 
22452 volledig diervoeder voor mestvarkens <5 
22566 volledig diervoeder voor biggen <5 
22723 volledig diervoeder voor slachtvarkens <5 
23174 volledig diervoeder voor fokzeugen <5 
23178 volledig diervoeder voor biggen <5 
23177 volledig diervoeder voor slachtvarkens <J 
23374 volledig dlervoeder voor s lach t varkens <5 
23375 volledig diervoeder voor biggen L~, 9-5 , I ~ 
23434 volledig diervoeder voor mestvarkens <5 
23440 volledig diervoeder voor biggen <5 
"' Ingezonden door de Stichting Gezondheidsdienst voor Dieren te Limburg. 
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Tabel 4: Pluimveevoeders . 
11ons ternr. Omschrijving Gehalte ochratoxine A in 
).lg/kg 
21173 legmeel <5 
21397 braadkuikenvoeder <5 
21402 mestkuikenkorrel <5 
21404 mestkuikenkorrel <5 
21806 volledig die rvoeder voor slachtpluimvee <5 
21808 volledig die rvoeder voor legpluimvee 24 , 5 duplo monster<5 
21809 volledig diervoeder voor mestkippen <5 
23176 volledig diervoeder voor legkippen <5 
23185 volledig diervoeder voor legpluimvee <5 
23186 volledig diervoeder voor legpluimvee <5 
23187 volledig diervoeder voor legpluimvee <5 
23188 volledig diervoeder voor l egpluimvee <5 
23189 volledig diervoeder voor l egpluimvee <5 
23190 volledig diervoeder voor l egpluimvee <5 





0,1 g Veevoeder 0,1 g Veevoeder 
+ standaard 
(50 ppb) 
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LAND· EN TUINBOUWPRODUKTEN 
WAGENINGEN 
Intern Voorschrift nr. F50 
Ie oplage (1980- 06- 26) 
Bijlage 1. 
De bepaling van ochratexine A in mengvoeders met behulp van vloeis tof-
chromatografie en: fluorescentie~detectie. 
I. Inleiding 
Ochratoxine A is een mycotoxine dat wordt geproduceerd door ~chimmels 
van het geslacht Aspergillus en ?enicillium, met als voornaamste produ-
centen: P~viridicatum, P- palitans en P- cyclopium. 
Deze schimmels zijn erg verbreid en komen voor op onder andere groenten 
en granen. 
Ochratexine A heeft een primair toxisch effect op de nieren. 
Ochratoxicose is gekonst:ateerd ·bij varkens en pluimvee. 
2. Principe 
Ochratexine A wordt uit veevoeder geëx.traheerd met een mengsel van 
chloroform en O,IM fosforzuur. 
Na filtratie wordt een aliquot deel van het chloroformextract ge2ui-
verd .m; b. V, een natriumbicarbonaat- cel i te kolom, 
Na droogdampen van he t eluaat en opnemen in een bekende hoeveelheid 
van een mengsel methanol/acetonitril volgt een scheiding door middel 
van vloeistofcbroma~ografiè ~ . 
Ochratoxine A wor.dt gedetecteerd m.b.v. fluorescentie:-detectie. 
De absolute detectiegrens is 0,5 pg. De detectiegrens voor ochratexine A 
in v eevoeder .. is 5 )Jg/kg en de recovery op een ni veau van 50 )Jg/kg 
is ca. 70%. 
Met behulp van twee-dimensionale dunnelaagchromatografie kunnen positieve 
resultaten zowel kwalitatief als semi- kwantitatief worden bevestigd met 
een detectiegrens van 5 )Jg/kg. 
3. Reagentia 
Alle reagentia dienen van een zodanige kwaliteit t e zijn da t in ~het 
chromatagram geen storingen optreden welke kunnen intcrfè reren ~et 
ochratoxine A. 
Voer ter controle een blanco en een blanco + toevoeging uit. 
-2- . 
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3. I Chloorbleekloog 1%, voor het reinigen van glaswerk 
3.2 Chloroform 
3.3 Fosforzuur (O,IM) 
3.4 Hexaan 
3. 5 l-fierezuur 






3. 12 Ethanol 
3 . 13 Nat riumb icarbonaat- oplossing (1,25% in water) 
3.14 Natriumbicarbonaat-oplossing : Weeg 12 g . Na Hco3 af en los op 
in 200 ml water ~n voeg 40 ml ethanol toe. 
I 
3. 15 Celite 545 (Johns Manville) zuurgewassen zoals be schreven in 
Intern voorschrift G 41. 
Drenk 900 g. zuurgewassen Celite gedurende I nach t in methanol. 
Filtreer door een Whatman filter (no.l), m. b.v. een bÜchner 
trechter en was met 8 1 . water . Droog de celite gedurende 
12 uur bij 150°C. 
3.16 Standaard- oplossing van ochratexine A: De standaar d is ver-
k~ijgbaar . bij Makar- Chemieals L. T.D., P.O.B. 6570, Jerusalem, 
Israel in een hoeveelheid van 5 mg. Breng deze hocveelheid 
kwantitatief over in een maatkolf van 100 ml m.b .v . methanol en 
vul aan tot 100 ml. (conc. 50 ~g/ml). ; 
Bepaal spectrafotometrisch de concentratie van deze oplossing, 
door gebruik te maken van de methode beschreven in Official 
Methods of analysis (A.O.A. C.) 26.004- 26.011, m.b.v. de volgende 
gegevens: 
Molecuulgewicht Ochratexine A·c 403 
·-
Molaire extinctie.c·oëfficient "' 5550 bij 333 nm 
Bewaar deze oplossing koel en in het donker, goed afgesloten en 
in aluminiumfo lie gewikkeld . Laat voor gebruik de maatkolf op 
kamertemperatuur komen. Maak van deze oplossing d.m. v. verdunnen 
met methanol de volgende standaard oplossingen: 
0,05 - O,J - 0,2 ~n 0,3 ~g/ml. 
3. 17 Diethyle ther 
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4. Toestellen, Glaswerk en Hulpmiddelen 






Gekalibreerde puntbuizen van 10 ml 
BÜchner trechter 0 ca. 20 cm, 
. 0 
Droogstoo-f I 50 C 
0 Waterbad van en. 40 C 




4.8 Filters: whatman no. I 0 ca. 20 cm. en 0 9 cm. 
4.9 Chromatografiekolommen met Gl glasfilter en voorzien van kraan 
lengte ca. 40 cm en inw. diam. 20 mm. 
4.10 Rotatievacuumverdamper 
4.11 Balans tot op 2 decimalen nauwkeurig 
4.12 Platbodemkolven van 250 ml. 
4.13 Maatcylinders van 25 ml. en 100 ml . 
4.14 Pipetten van 10 ml. 
4.15 Trechters 0 ca. 6 cm. 
4.16 Micro-injectiespuiten van 50 en 1000 ~1. 
4.17 DC-Fertigplatten, kieselgel 60, Merck art. 5721 
4.18 Ultravioletlamp voor straling met een golflengte van 360 nm. 
4 .19 Vloeistofchromatograaf (Waters of vergelijkbare apparatuur) 
met Valco (7000 psi) injectiekraan. 
injectievolume: 20 ~1 
kolom: 5 M R.P. - 18, lengte IS cm, id. 4,6 mm en u.d. 6,4 mm. 
eluens: acetonitril/water/ijsazijn (50/50/2) 
flow: I ml/min. 
detektor: Waters 420 Fluorescentie detector. 
À ex~ 360 nm en À em. 425 nm 
4.20 Chromatografie tank: voor TLC platen van 20 x 20 cm. 
4.21 Densitometer: À ex 390 nm en À em 445 nm 
5. Werkwijze 
5.1 Extractie 
Weeg af in eenmedicijnflesje , met schroefdop, van 100 ml 
JO gram van het gemalen ~n gehomogeniseerde mon~:~ter. Voeg 
toe 5 :ml O,L.M fosforzuur en 50 ml. chloroform. 
Schudt gedurende 30 min. in een schudapparaat, 
Filtreer de chloroformfase over een hard filter (4.8) en 
vang ca . 15 ml op in een maatcylinder van 25 ml. 
- 4-
,., • 1 
:à;.(' 
... , 1, 1 
I I 





' l L1 
-4-
5.2 Clean-up 
5.2.1 Weeg 2 g. Celite (3.15) af in een bekerglas van 50 ml, voeg I ml 
natriumbicarbonaat oplossing () .. J3) toe en homogeniseer m.b.v. 
een roerstaaf. 
Breng dit mengsel in een chromatografiekolom (4.9) en druk de 
Celite aan, m.b.v. ee~ roerstaaf met een plat uiteinde, tot een 
kompakte laag ontstaat. 
. 
5.2.2 Pipetteer JO ml van het filtraat, vérkregen onder 5 .1, in een 
5.2.3 
~latbodemkolf van 250 ml en voeg toe 40 ml chloroform en 40 ml 
héxaan. 
Breng dit mengsel voorzichtig op de kolom en elueer met maximale 
snelheid tot het chloroform/hexaan mengsel .. vlak boven het 
kolom oppervlak is. 
Elueer vervolgens met 75 ml chloroform. Verwijder deze twee 
fracties en elueer tenslotte de kolom met 75 ml chloroform/ 
mierezuur mengsel ·(99/1). Vang deze fractie, die de ochratexine A 
bevat, op in een rondbodemkolf van 250 ml. 
Damp de chloroform/mierezuur fractie, direkt na het elueren, 
----~--~--~~--~ 
b d t ' d · (40°C) .:n m •• v. e vacuumro at1ever amp~r . ... tot ca. I ml. 
Breng dit kwantitatief over in een puntbuis met aa . 5 ml 
chloroform. 
Zet de puntbuis in een waterbad van 40°C en damp de chloroform 
volledig af onder een ~onstante stikstofstroom. Breng met een 
micro-injectiespuit van I ml, 200 ~1 van een mengsel acetonitril/ 
methanol (1/1) bij het residu en meng goed . 
6. Hogedrukvloeistofchromatografie 
Injecteer achtereenvolgens in de vloeistofchromatograaf (4.19) 20 ~1 
· van de standaardoplossingen 0,05- 0,1 - 0,2 en 0,3 ~g/ml. 
Maak een ijklijn door van de pieken het oppervlak (mm2) t·e.meten en 
uit te zetten op de y::-as tegen de geinjeeteerde hoeveelheden in naoo-
grammen op de x- as . 
Injekteer vervolgens 20 ~1 van de order 5.2.3 verkregen oplossing en 
meet van de piek, met gelijke retentietijd als ochratexine A, het 
oppervlak (mm2), Indien het monsterextract een piek vertoont, met 
gelijke retentietijd als ochratexine A, waarvan het oppervlak groter 
is als het oppervlak van de hoogste standaard, is het aan te bevelen 
het monsterextract zodanig te·.vèrdunnen dat hèt. piekop'pervlnk. binnen· . 




Het gehalte in ~g/kg aan ochratexine A wordt berekend met de volgende 
formule : 
(Y-B) Vl x V3 





"' oppervlakte van de piek in het ,monster _(mm2) 
a afsnede van de Y-as (mm2) 
a c richting coëfficient van· de ijklijn (mm2 /ng) 
VI "'volume chloroform gebruikt bij de extratie "(ml) 
V2 "" volume chloroform, wat in bewerking is genomen (ml) 
V3 = volume, waarin het eindextract zich bevindt (~1) 
Vi "' injectievolume van het monster (~1) 
g c afgewogen hoeveelheid monster (g) 
8. Bevestiging 
Bij een positief resultaat volgens 6. is het aan te bevelen dit te 
bevestigen m.b.v. onderstaande dunnelaagchromatografische methode . 
8.1 . Het opbrengen 
Trek op de dunnelaagplaten (4.17) met potlood. lijnen. zoals 
aangegeven in figuur I en breng op de plaatsen eveneens volgens 
figuur J de volgende oplossingen op. 
A 20 ~1 monster extract Q 0,2 g monster 
B 10 ~1 standaardoplossing ochratexine A (0,2 ~g/ml) "' 2 ng 
c 10 ~1 standaardoplossing ochratexine A (0,4 ~g/ml) "' 4 ng 
D 20 ~1 standaardoplossing ochratexine A (0,4 ~g/ml) .. ·8 ng 
E 20 ~1 standaardoplossing ochratexine A (0,4 ~g/ml,) • 8 ng 
Gebruik voor het opbrengen het automatische doseer apparaat, 
waarbij tijdens het opbrengen het oplosmiddel wordt afgedampt met 
een stroom stikstofgas. 
Zorg ervoor dat de vlekken een diameter hebben van max. 5 mm. 
8.2 Het ontwikkelen van het chromatagram 
Ontwikkel de plaat in de eerste looprichting in een vers (dit is nog 
niet eerder gebruikt) mengsel van chloroform/ _ij sazijn/d.iethylether (I 7 I 1_/3) 
in een onverzadigde tank tot het vloeistaffront de eerste potloodlijn 
heeft bereikt. 
Verwijder de plaat uit de tank en laat de loopvloeistof verdampen in 
het donker bij kamertemperatuur gedurende ca . 30 minuten . 
Draai hierna de plaat 90° en ontwikkel, eveneens in een onverzadigde 
t ank, in de 2e looprichting in een mengsel van tolueen - ethylacetaat -
mierenzuur (60 - 30 - JO) tot de potloodlijn. 
- 6-
- 6-
Laat het ontwikkelde chromatagram tenminste 30 min. drogen bij 
kamertemperatuur. 
8.3 Interpretatie van het chromatagram 
Onderzoek het chromatosram met behulp van een U.V. lamp bij 
360 run, 
Ochratexine A fluoresceert blauw- groen. Trek een denkbeeldige 
.lijn loodrecht op de tweede looprichting door de standaardvlek 
afkomstig van B en een andere lijn loodrecht op de eerste loop-
richting door de standaardvlek van E. 
Rondom het snijpunt van deze twee denkbeeldige lijnen ligt bet 
gebied waar de ochratexine A vlek uit het monsterextract kan 
worden verwacht. 
Door het chromatagram te besproeien met een natriumbicarbonaat-
oplossing (3.14) verandert de fluorescentie van ochratoxine A 
van blauw- groen naar fel blauw. welke een grotere intensiteit 
bezit, 
Onderzoek het chromatogram. na besproeien. binnen 3 uur vanwege 
het optreden van verliezen, 
Op grond van identiek gedrag van de zuivere standaard en de 
Rf- waarden kan tot een bevestiging van de aanwezigheid v.an 
ochratoxine A in het extract worden geconélu~eerd, 
Een kwantitatieve bevestiging kan plaatsvinde'n door middel van 
een visuele schatting of:densitometrische detectie (4. 21} van de 
fluorescentie intensiteiten van de drie .standaard ochratoxine A 
vlekken en de intensi~eit van de ochratoxine A vlek uit het monster; 
Paraaf scheikundige! ir L,H,M,Th, 
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